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論文内容の要旨
本論文は、生体外タンパク質合成反応の活用と効率化技術に関する研究をまとめたもので、緒論、本論 4 章および
総括の 6 章よりなっている。
第 l 章では、本研究の背景となる研究を紹介し、研究の目的を述べている。
第 2 章では、生体外タンパク質合成反応を用いたタンパク質の高次構造形成機構の解析を行っている。酵素リシン
A鎖をモデルタンパク質として同反応で合成したところ、分子シャペロンによるリボソーム上の Peptidyl tRNA から
のポリペプチド遊離促進作用が、リボソーム上で合成されるリシンA鎖ポリペプチドの co-translational な高次構造
形成反応の終盤段階に関与していることを新たに示している。
第 3 章では、合成されたタンパク質の酵素活性の評価を定量的に行うことで、生体外タンパク質合成反応の酵素機
能解析における有用性を述べている。リシンA鎖の活性中心以外に数アミノ酸の欠損を導入した数種類の変異型酵素
を、生体外タンパク質合成反応で調製し、これらの速度論的評価を行ったところ、これまで酵素機能への関与が不明
であった、活性中心から立体配置上離れた位置にある C末端領域も、触媒反応に関係していることを明らかにしてい
る。
第 4 章では、生体外タンパク質合成反応の効率化を目指す上で重要な反応律速因子の解明について述べている。回
分式生体外タンパク質合成反応において、 mRNA を鋳型とする翻訳系では mRNA の分解が、転写-翻訳カップリング
系では NTP の枯渇が、各々の反応系の律速因子であることを明らかにしている。次に、連続的に生体外タンパク質合
成反応を行う連続システムを構築している。連続システムでは、 NTP の連続供給によってタンパク質合成反応の停止
が回避され、長時間の合成によるタンパク質合成量向上が実現されたと推察される結果を示している。
第 5 章では、生体外タンパク質合成反応の効率化技術の開発について述べている。先ず、分子シヤペロン画分の含
有量を増加させた細胞抽出液を用いることで、合成タンパク質の比活性が約 2 倍に上昇することを示し、回分式反応
での活性タンパク質の回収率向上の手法となることを示している。次に、連続システムにおいて、低濃度の界面活性
剤を添加することで、タンパク質合成量が50%増加したことから、界面活性剤添加による効率化手法の有効性を示して
いる。
第 6 章では、本研究で得られた結果を総括し、将来展望を述べている。
論文審査の結果の要旨
生体外タンパク質合成反応は、細胞の有するタンパク質合成機構を再現できるとともに、タンパク質の発現が容易
に行える特徴がある。また、発現可能なタンパク質の制約が少ないことから、効率化によって次世代のタンパク質生
産手段として期待される。本研究では、生体外タンパク質合成反応を活用した研究の中で明らかになってきた課題の
解決により新たな生化学的知見の獲得と、同反応によるタンパク質生産の効率化に成功している。本研究の知見を要
約すると以下の通りである。
(1)生体外タンパク質合成反応の特徴を活用した研究として、タンパク質合成反応におけるポリペプチドの高次構造
形成機構解析を行い、リボソーム上での翻訳過程と共約して起きるポリペプチドの高次構造形成反応の終盤段階に
は、リボソーム上の Peptidyl tRNA からのポリペプチド遊離を分子シャペロンが促進する作用が関与していることを
新たに示している。
(2)多数の変異体酵素の発現が簡便に行える生体外タンパク質合成反応の特徴を活用して、合成された変異導入タン
パク質の評価を定量的に行うことで、同反応の酵素機能解析における有用性を示している。酵素の活性中心以外に数
アミノ酸の欠損を有する変異型酵素を、生体外タンパク質合成反応で調製し、速度論的評価を行っている。その結果、
これまで酵素機能への関与が不明であった、活性中心から立体配置上離れた領域のアミノ酸配列が、触媒反応に関係
していることを明らかにしており、今後、他の酵素機能の解析への有用性を示している。
(3)生体外タンパク質合成反応の効率化の目的で、同反応の律速因子の解明を行い、回分式生体外タンパク質合成反
応において、翻訳系および転写翻訳カップリング系での律速因子を明らかにしている。次に、律速因子である NTP
の連続供給によるタンパク質合成反応の持続によって、連続式生体外タンパク質合成反応によるタンパク質合成量の
向上に成功している。
(4)生体外タンパク質合成反応の効率化技術の開発について述べている。先ず、分子シャペロン画分の含有量を増加
させた細胞抽出液を用いることで、合成タンパク質の比活性が上昇することを示し、回分式での活性タンパク質の回
収率向上の手法を示している。次に、連続システムにおいて、低濃度の界面活性剤を用いることで、合成量が増加し
たことから、両手法を適用することで、生体外タンパク質合成反応の効率化による用途拡大の糸口を見出している。
以上のように、本研究では、バイオテクノロジー研究分野で重要な役割を果たす生体外タンパク質合成反応の活用
によって、生化学的基礎的知見の拡充を図るとともに、次世代の工業的タンパク質合成手段としても有望な同反応の
効率化に成功している。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
